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@ Vecteur d'expression de interferon Y dans les cellules de mammifere, precede pour sa mise en ceuvre et produit 
ohtenu et composition pharmaceutique contenant i'interferon Y. 



(57) invention conceme un virus de la vaccine, caracterisi en 
CB qu'il comporte tout ou partie d'une sequence d'ADN codant 
pour IFN-Y. 

L'utilisation de ce vinjs pour infecter des cellules de mammi- 
f6re conduit d des cellules productrices d'lFN-Y qui peut fitre 
utilis6 dans des compositions thSrapeutiques. 
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Les interferons humains ont 6t6 ddcrits par Isaacs 
et Lindenmann (1957) comme un groupe de prot^ines capabies 
d'induire un 6tat de resistance aux virus dans les cellules 
cibles. 

5 Depuis^de nombreuses activit^s biologiques 

importantes ont ^t^ d^crites (voir Stewart, . 1979) , notaminent 
la modulation inununitaire et 1' inhibition de la prolifera- 
tion cellulairer de meme que des effets directs sur la 
croissance tumorale chez les animaux, 

1Q C'est pourquoi on espfere que dans un futur proche 

les interferons jouerontun rdle important dans le traite- 
ment clinique des infections virales et des tumeurs* 

Parmi les trois classes, d * interferons humains, 
leucocytaire (iFN-a) , f ibroblastique (iFN-8) et immun 

15 (IFN-y)/ I'IFN-Y a demontre qu'il etait le plus actif 

dans ses proprietes immunoregulatrices (Sonnenfeld et coll. 
1977), de regulation cellulaire (Blalock et coll., 
1980) et d» inhibition des tumeurs (Salvin et coll., 1975 ; 
Glasgow et coll,, 1978), 

20 L'IFN-Y naturel est induit dans des cultures de 

lymphocytes de sang peripherigue par stimulation mitogenique. 
C'est seulement recemment que Rinderlcnecht et coll- (1984) 
ont decrit la sequence correcte de la proteine mature et 
montre son type et son degre de glycosylation. 
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La sequence prot^igue ddduite des experiences de 
clonage de cADN a conduit h dlverses ambiguit^s concernant 
les extr^rait^s N- et C-terminales de la molecule biologique- 
ment active mature. Par example, la sequence de la 
protdine choisie pour §tre exprimde dans Escherich ia coli 
et la levure et bas^e sur les informations sur le cADN 
publi^es par Gray et coll. (1982) ne correspond pas 
exactement la sequence naturelle, bien que ces modifica- 
tions n'affectent pas 1 'activity biologique de la molecule. 

La pr^sente invention cbncerne un systfeme reposant 
sur un virus recombinant de la vaccine (W) ayant incorpor^ 
le ghne codant pour la prot^ine IFN-7 et qui permet la 
synth^ise efficace d'une protdine qui est lib^r^e dans le 
milieu de culture. Cette synthase peut §tre obtenue dans 
diffdrents types de cellules eucaryotes. En outre, ce 
virus peut ^tre propag^ dans les animaux vivants, ce qui 
permet I'^tude in vivo de I'effet immunor^gulateur d'un 
taux 41evd d'-IFN-Y endogfene. 

Plusieurs groupes ont r^cemment mis en Evidence 
1' utilisation de recombinants vivants du virus de la 
vaccine pour exprimer un antigfene de 1' Influenza, de 
1 'Hepatite B et la glycoprot^ine de la rage pour 
iinmuniser centre ces maladies ou infections (Smith et coll. 
1983; Panicali et coll., 1983; Kieny et coll. 1984). 

L' expression d'une sequence codante pour une 
protdine exogfene dans le virus de la vaccine (W) implique 
n^cessairement deux Stapes : 

1 ) La sequence codante doit ^tre align^e avec un 
proraoteur de W et etre insdrde dans un segment non 
essentiel de I'ADN de W^clon^ dans un plasraide bactdrien 
approprid . 

2) Les sequences d'ADN de W situ^es de part et 
d 'autre doivent permettre des recombinaisons homologues 
in vivo entre le plasmide et 1 genome viral. Une double 
recombinaison r^ciproque conduit h un transfert de 1' insert 
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d'ADN du plasmide dans le genome viral par lequel il sera 

propag^ et exprim^ (Panicali et Paoletti, 1982; MacXett 

et coll., 1982; Smith et coll., 1983; Panicali et coll., 1983), 

La pr^sente invention concerne un poxvirus, en par- 
ticulier un virus de la vaccine, caract^ris^ en ce qu'il com- 
porte la sequence d'ADN codant pour la prot^ine IFN-y humaine. 
Ce virus comportera de pr6f6rence 1 'ensemble des ^l^ments 
assurant 1 'expression d'un IFN-y mature complet qui sera 
s6cr6t6 par les cellules dans le milieu. 

t;n particuiier, xx cu«ipwA ccac* j^^w»»^^u.w-* ^ 

de poxvirus, en particulier de la vaccine, situ6 en amont de la 
sequence codant pour la prot6ine IFN-y humaine, tel que le pro- 
moteur du gfene de 7,5 k, notd p 7,5 k, qui assurera 1' expres- 
sion de la sequence d'ADN codant pour IFN-y nomm^e ci-aprfes 

d'ADN (IFN-y). 

Get ensemble promoteur /sequence d'ADN (IFN-y) 

sera ins^r^ dans une sequence non essentielle de I'ADN 

de la vaccine telle qu'un g^ne du virus de la vaccine, 

par exemple le gfene TK, ce qui fournit une possibility 

_de selection comme cela se^^^^ 

Bien entendu, dans le cadre de la pr^sente 
invention, lorsque I'on parle de ''virus de la vaccine" 
il peut s'agir du virus entier ou d'un virus dont certaines 
parties non essentielles ont 6t6 ddl^t^es. 

L' invention concerne ^galement des cellules de 
mammifere infectdes par un virus tel que d^fini 
pr^c^demment. 

Parmi les cellules particuli^rement utilisables, 
il faut citer notamment les cellules Vero, bien que 
d'autres cellules puissent etre utilisdes, comme cela 
sera d^crit dans les exemples. 

L' invention concerne ^galement un proc^d^ de 
preparation d' IFN-y humain obtenu par culture des cellules 
d^crites pr^c^demment dans un milieu de culture approprid . 
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L' invention concernerenf in, la protdine IFN-y 
humaine obtenue par la mise en oeuvre dudit proc^d^. 

L* invention concerne, en particulier les composition 
th^rapeutiques contenant h titre de principe actif l»IFN-7 
obtenu par la mise en oeuvre du proc^d^ selon 1' invention, 
ainsi que les compositions th^rapeutiques contenant h titre 
de principe actif un poxvirus, en particulier un virus de la 
vaccine, modifi^ comme cela a 6t€ d^crit pr^c^demment. Dans 
ce dernier cas, le virus de la vaccine utilise comme agent 
th^rapeutique de traitement du corps humain ou d'un animal 
doit permettre la formation de 1 'IFN-y in vivo. 

La preparation du virus recombinant selon 1* inven- 
tion comporte, notamment, les dtapes suivantes : 

1) Une restructuration d'une extr^mit^ du cADN 
(IPN-y) pour obtenir Ml3pTG05 ? 

2) La synthase d'un mini-plasmide pTGIH h 

partir de pBR322 ; 

3) L' insertion dans ce mini-plasmide du fragment 

Hin-J portant le ghne TK de W ; 

4) L' insertion dkns le ghne TK du promoteur de la 

protdine 7,5 k ; 

5) L' insertion d'un polylinker en aval du promoteur 

P 7,5 k ; 

6) L' insertion entre deux sites de restriction 

du polylinker de la sequence de cADN complete codant pour la 

prot^ine XFN-y ; 

7) Le clonage des elements essentiels de ce dernier 
plasmide dans le virus de la vaccine. 

Les exemples suivants illustrent les propri^tds 
des diff brents composants obtenus. 

Les diff^rents mat^riels mis en oeuvre sont 
identifies dans les exemples. 

Sauf indication contraire, les enzymes sont 
utilis^es dans les conditions preconis^es par le fabricant 
et les techniques mises en oeuvre sont connues de I'homme 
de metier. 
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Les sequences d'acides amines et les sequences de 
nucleotides representees sur les figures ne sont pas 
reprises dans le corps de la description pour ne pas 
I'alourdir mais elles en constituent une partie Intdgrante. 
5 Sur les figures ci-annexdes, 

la figure 1 repr^sente la sequence du cADN de 
pTGl1 codant pour la prot^ine IFN-y, 

la figure 2 schematise la mutation du cADN 
precedent pour introduire un site Bglll, 
10 la figure 3 schematise la structure de pML2, 

la figure 4 schematise la preparation de pTGlBe-POLY, 
la figure 5 schematise la preparation de pVVTG41, 
la figure 6 schematise le clonage dans le virus 
de la vaccine/ 

15 la figure 7 represente la fluorographic des frag- 

ments d'ADN de virus recombinant TK" apr^s. hybridation 
avec une sonde cADN(IFN-y) marquee, 

la figure' 8 represente la courbe de la cinetique 
de synthase et de liberation dans le milieu de I'lFN-y par des 
20 -cellules- inf ectees- pax -le virus recombinant vaccine. IFN-Y~^ 

3.10"^ MOI. 

1 - Construction des vecteurs 

La sequence de cADN du clone pTG1 1 , isoie h 
I'origine ^ partir d'une banque provenant d'ARN de lym- 
25 phocytes stimuies par mitogen^se, est donnee ^ la 

figure 1 . 

Cette sequence difffere de la premiere sequence 
publiee par Gray et coll. (1982) h la position 521. Le 
triplet CAA codant pour Gin est remplace dans pTGI 1 par le 

30 triplet CGA qui code pour Arg. En effet, de nombreux 

groupes ont confirme cette mutation et, en outre, la 
sequence genomique montre une guanidine h la place de 
1' adenine qui avait ete decrite. 

La sequence codant pour IFN-y dans pTGII est 

35 precedee par 30 bases de la region non codante de 

I'extremite 5*. 
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Afin d'^carter la presence de 1 'Elongation 
poly-dG/dC entre le promoteur P7,5 k et le depart de la 
sequence de la prot^ine dans la futureconstruction, on 
introduit un site de restriction Bglll en amont du codon 
de depart, ce qui facilitera dgalement le transfert du 
cADN dans le vecteur W. 

La mutation spEcifique du site est effectu6e 
selon le schema represent^ h la figure 2. 

On insfere dans I'ADN bicat^naire du phage 
M13mp8 un fragment de restriction Pstl-Hindll de 1100 bp 
provenant du cADN de IFN-y contenu dans pTGll. L'ADN mono- ■ 
catdnaire ddrivd de M13mp8 est hybrid^ avec un oligomfere 
synthdtique de 18 nucleotides ayant la structure representee 
sur la figure 2, qui remplace une sequence AT par une sequence 

On obtient ainsi un derive du phage Ml 3 noimi 
Ml3pTG05 qui par digestion avec Bglll et EcoRI conduit 
h un fragment de 950 bp ne contenant plus d' extremity 
-dG/dC et codant pour la protdine IFN-y complete. 



2) Construction des plasmides hvbrides 

Les tailles combindes des diff^rents elements 
ndcessaires pour le transfert de la sequence codant pour 
1' IFN-Y humain dans le genome de W et son expression 
subsequente sont de I'ordre de plusieurs kb. II a done 
ete juge necessaire de minimiser la taille du plasmide 
de replication dans coli utilise pour le travail de 
construction, de facon h faciliter les manipulations 

necessaires. 

Le fragment Hindlll (Hin-J) du genome de W 
contient le g^ne complet de la thymidine kinase (TK) 
qui a dej^ ete utilise precedemment pour permettre 
I'echange et la recombinaison d'ADN etranger dans le 
genome de W (Mackett et coll., 1982). II est important 
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de noter que le transfert d'un insert dans le gfene TK de 
W cr^e un virus TK deficient qui peut gtre reconnu. 
II a tout d'abord 6t6 ndcessaire de produire un plasmide 
de petite taille portant un site unique Hindlll utilisable 
pour 1' integration du fragment Hin-J de 1*ADN de W. 
En outre, il ^tait n^cessaire d'dliminer les sequences 
de restriction non n^cessaires du plasmide de fa^on h 
permettre les manipulations suivantes. 

La construction a ^t^ amorcde ^ partir du plasmide 
pML2 (Lusky et Botchan, 1981) qui est un vecteur d^riv^ 
du plasmide pBR322 par d^l^tion spontande du segment 
entre les nucleotides 1089 et 2491 (figure 3). D'abord 
la sequence de PstI a 6ti eiiminde par insertion du 
fragment Ahalll-Ahalll de pUC8 (Vieira et Messing, 1982) 
entre deux sites Ahalll de pML2 en dliminant .19 paires 
de bases. On a utilise la m^thode de "linker-tailing" 
(Lathe et coll., 1984) pour insurer dans ce plasmide un 
linker Hindlll entre les sites Nrul et EcoRI pr^alablement 
traites par la SI. Ceci conduit h un plasmide de 2049 
paires de- bases ne "comportanf plus de site B"aMir"et 
portant le g^ne 3-lactamase fonctionnel (ponf^rant la 
resistance ^ 1 'ampicilline) et comportant, en outre, une 
origine de replication active dans E. coli et un site 
de restriction unique Hindlll. 

Cette construction a ete appelde pTGIH. 

3) 

Le fragment Hin-J de I'ADN de W portant le g^ne 
TK a prealablement ete clone dans un vecteur provenant 
de pBR327 (Drillien et Spehner, 1983). Ce fragment de 
4,6 kb a ete redone dans le site Hindlll de pTGIH. Un 
clone a ete seiectionne dans lequel le gfene TK est situd 
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distalement par rapport au g^ne codant pour la resistance 
i I'ampicilline. 

Cette construction pTGIH a ^t^ utilis^e comine 
porteur dans 1 'experience suivante. 

L'etape suivante a ^t^ d'isoler un promoteur de W 
utilisable pour commander 1 'expression de la sequence 
codant pour IFN-Y humain. Le promoteur d'un g^ne pr^coce 
codant pour une protdine de 7500 daltons (7,5 k) a d^j^ 
ete utilise avec succ^s dans un but identique (Smith et 
coll., 1983) et on a done proc^d^ k I'isolement de ce 
segment . 

Le g^ne 7,5 k est situ^ sur I'un des plus petits 
fragments Sail (fragment Sal-S) du genome de W type m 
(Venkatasan et coll., 1981). Comme les petits fragments 
sont clonis de fagon prdf drentielle, une grande proportion 
des clones obtenus par clonage direct de I'ADN de W 
type WR coupd par Sail dans le plasmide pBR322 porte le 
fragment Sal-S. Ce fragment est insure dans le bacterio- 
phage yecteur Ml 3inp701 (?ienyet coll., 1983) par 
digestion Sail et religation, ce qui donne le phage 
M13TGSal-S. 

Dans ce clone, un site Seal se trouve immediatement 
h proximite de I'ATG d' initiation du gfene 7,5 K. En aval 
du gfene 7,5 K se trouvent situ^s des sites uniques BamHI 
et EcoRI provenant du vecteur, Les sites BamHI et Seal 
sont fusionnes par 1 'in termed iaire d'un linker Bglll 
5'-CAGATCTG-3' apr^s avoir complete les extremites g^nerees 
par digestion BamHI avec le fragment Klenow de la poly- 
merase. Ce precede eiimine le site Seal mais reconstitue 
le site BamHI et deplace le site unique EcoRI en aval. 
En mgme temps, le site Sail (AccI) en aval est eiimine, 
le site en amont devient done unique. 

Cette construction est appeiee M13TG7,5K 
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4) 

A I'int^rleur du fragment Hin-J de I'ADN de W se 
trouvent situds des. sites Clal et EcoRI qui sont sdpar^s 
par environ 30 paires de bases (Weir et Moss, 1983). Le 
fragment promoteur de 7,5 K present dans M13tg7,5K est 
excise par AocI et EcoRI et cloni entre les sites Clal et 
EcoRI de pTGIH-TK pour g^ndrer pTG1H-TK-P7,5K dont la 
synthase est sch^matisSe dans la figure 4. 

Cetts construction conduit au transfert des sites 
BamHI et EcoRI uniques du vecteur Ml 3 imm^diatement en avi 
de la sequence du promoteur 7,5K. Ces sites uniques BamHI 
et EcoRI sont utilises dans la construction suivante. 



5) 

Le segment polylinker du bacteriophage M13TG131 
(Kieny et coll., 1984) est excis6 par EcoRI et Bglll 
et ins^rd entre les sites EcoRI et BamHI du plasmide 
pTG1H-TK-P7,5K g^n^rant pTG186-POLY. Dans cette cons- 
truction, 10 sites de restriction sont disponibles pour 
le Jlonage d'un gfene "stranger sous "le "contrSle" de P7,5K. 

6) 

pTG186-POLY est mis en digestion avec BamHI et 
EcoRI et ligud avec le fragment Bglll-EcoRI venant du 
M13PTG05 et contenant la sequence de cADN IFN-y (figure 5). 
Aprfes transformation de E. coli, les plasmides recombinants 
sont verifies par digestion enzymatigue de minipr^parations 
d'ADN plasmidlque. Un candidat correct a 6ti retenu et 
appel6 p\A/TG4 1 . 

7) clonaqe dans le virus de la vaccine (figure 6) 

La strategic d^crite par Smith et coll. (1983) 
repose sur I'ichange in vivo entre un plasmide portant 
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un insert dans le gfene W TK et le genome viral de type 
sauvage de fagon i inactiver le gfene TK port4 par le virus. 
Les virus TK" peuvent 6tre s^lectionn^s par ^taleitient but 
un lign^e cellulaire (TK-n^gative) en presence de 
S-bromoddoxyuridine (5B0DR1 (Mackett et coll . , 19B2). 
La thymidine kinase phosphoryle le 5BUDR en 5 '-monophosphate, 
qui est ensuite convert! en triphosphate. Ce compost est 
un analogue de dTTP et son incorporation dans I'ADH bloque 
le ddveloppement correct du virus. Un virus TK peut 
n^anmoins rfipliquer son ADN normalement et il conduit h des 
plaques virales visibles dans une lign^e cellulaire 

6galement Tk". 

Le virus de la vaccine se propage dans le cyto- 
plasms des cellules infect^es plutOt que dans leur noyau. 
C'est pourquoi il n'est pas possible de tirer avantage 
ae la machinerie de replication et de transcription de 
1-ADN de I'hQte et il est n^cessaire que le virion 
poss&de les composants pour I'expression de son genome. 
L'ADN de VV purif i« est hon- infectieux. 

Afin de gdn^rer les recombinants, il est ndcessaire 
d'effectuer simultandment I'lnfection cellulaire avec iu virio, 
W et une transfection avec le segment d'iVDN clon6 gux 
presents de I'intdrSt. Toutefois, la generation des 
recombinants est limitde . la petite P-P-*^;-.^- ^ 
qui sont competentes pour la transfection par 1 ADN. C est 
pour cette raison qu-il a 6t4 n^cessaire de mettre en 
oeuvre une stratdgie de "congruence" indirecte pour 
reduire le bruit de fond des virus parentaux non-recombinants . 
ceci a 6t6 effectu^ en utilisant comme virus infectieux 
vivant un mutant thermosensible (ts) de la vaccine qux 
n'est pas capable de se propager h une temperature non 
permissive de 39,5-C (DrilUen et Spehner. 1983). Lorsque 
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les cellules sont Infect^es avec un mutant ts dans des 
conditions non permissives et transfect^es avec I'ADN 
d*un virus de type sauvage, la multiplication virale 
interviendra seulement dans les cellules qui sont 
5 comp^tentes pour la transfection et dans lesquelles 

une recombinaison entre I'ADN viral sauvage et le genome 
du virus ts aura eu lieu ; aucun virus ne se multipliera 
dans les autres cellules, en d^pit du fait qu'elles ont 
6t€ infect^es. Si un plasmide recombinant contenant un 

10 fragment de I'ADN de vaccine tel que pVVTG41 est inclus 

dans le melange de transfection,^ la concentration 
appropri^e, avec I'ADN du type sauvage, il est ^galement 
possible d'obtenir qu'il participe h la recombinaison 
homologue avec I'ADN de la vaccine dans les cellules 

1 5 comp^tentes . 

Des monocouches de cellules primaires de fibroblastes 
d'embryons de poulets (CEF) sont infectdes i 33**C avec 
W-Copenhague ts7 (0,1 pfu/cellule) et transfect^es avec 
un coprdcipit^ au phosphate de calcium de I'ADN du virus de 

20 type sauvage W-C6penhague (SO ng/10^ cellules) et le 

plasmide recombinant (25-30 ng/10^ cellules) - 

Aprfes incubation pendant 2 heures ^ une temperature 
qui ne permet pas le developpement du virus ts (39,5'*C), 
les cellules sont incub^es de nouveau pendant 48 heures h 

25 39,5°C, Des dilutions de virus ts* sont utilis^es pour 

r^infecter une monocouche de cellules de souris L-TK* 
^ 37 °C qui sont ensuite incub^es en presence de 5BUDR 
(100 ug/ml) . Diff^rentes plaques de virus TK~ sont obtenues 
h partir de ces cellules qui ont regu le plasmide recombi- 

30 nant, tandis que les cultures contr61es sans plasmide ne 

montrent pas de plaques visibles. Les virus Tk" sont ensuite 
sous-clones par une deuxiferae selection en presence de 5BUDR. 
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Une double recombinalson r^ciproque correcte entre 
le plasmide hybride IFN-y /vaccine et le genome de W 
aboutit ^ 1' ^change du gfene TK portant 1* insert avec le 
ghne TK du virus, les recombinants devenant ainsi TK*. 

Les ADN purifies k partir des diff^rents virus 

recombinants TK" sent digdr^s simultan^ment par PstI et 

EcoRI et soumis h une ^lectrophorfese sur gel d» agarose. 

Les fragments d'ADN sont transf^r^s sur un filtre de 

nitrocellulose selon la technique d^crite par Southern 

(1975), Le filtre est ensuite hybrid^ avec une sonde 

32 

cADN <IFN-y)# nick-translat^ au P. Aprfes lavage du 
filtre, ce dernier est fluorographic et une bande de 
1,0 kb est visible sur 1 ' autoradiographic guand le virus 
vaccine a incorporC le g^ne IFN-y (figure 7) . 

Expression de 1 ' interf dron- y huroain apr^s 
infection des cellules de mammifferes avec un 
virus de la vaccine recombinant 

Un virus TK~ recombinant pWTG41 ayant intdgrC 
le gine IFN-y est utilise pour infecter diffCrentes 
esp^ces de cellules en culture. 

Les lignCes humaines (Chang, HeLa) , murine (LM) , 
de hamster (BHK) , canine (MDCK) , de singe (Vero) ou des 
cellules primaires de poulet sont testCes. 

Toutes ces lignCes peuvent produire des quantitds 
d ' interf dron-y humain voisines, 

Un protocole type ainsi que les rdsultats obtenus 
sont ddcrits ici pour la lignde Vero. 

Infection des cellules Vero par la vaccine 

Des monocouches de cellules Vero (80 % ei 100 % 
confluentes) sont infectCes par le virus h diffCrentes 
multiplicitds d'infection (MOI entre 10 et 1o"^ pfu/cell.) 
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en milieu cl6pourvu de s^rum- Aprfes adsorption 
pendant 1 heure h temp6rature anbiante, le virus est 
dilu4 par du milieu et 1 'infection poursuivie en ^tuve 
h 37*C. Aprfes diff^rents temps d'infection | 3 heure s k 
5 72 heures) les surnageants sont congel^s et les cellules, 

aprfes 2 lavages successifSr sont gratt^es et congel^es en 
milieu + BSA (0, 1 mg/ml) . Parallfelement, les virus 
(sauvage ou recombinant) sont tit r 6s par coloration au 
rouge neutre des plages de lyse observ4es aux diff ^rentes 
multiplicit^s d'infection. 

10 Titration de 1' interferon produit 

Pour que les virus de la vaccine presents dans les 
extraits n'interfferent pas dans la titration, les extraits 
sont soit traitds pendant un temps suffisant aux ultra- 
violets pour inactiver plus de 99 % du virus ; soit 

15 clarifies par centrifugation pendant 2 heures !l 30000 rpm 

et 4'*C (condition suffisante pour culotter plus de 99,9 % 
du virus et r^cup^rer plus de 95 % de 1' interferon present). 

Les surnageants ne-subissent pas- d'-autres manipu-- 
lations, Les extraits cellulaires sont obtenus aprfes 

20 eclatement des cellules par trois congeiations/decongeiations 

successives, suivies d'un traitement court aux ultrasons, 
puis clarification par centrifugation (10' ^ 10000 rpm et 

L' activity interferon, pr^sente dans les surnageants 
25 ou les cellules ainsi traitdes, est titr^e par la mesure 

de son effet d' inhibition sur la replication du VSV 
{virus de la stomatite vesiculaire) dans les cellules 
WISH (cellules epitheiiales humaines) . 

Des monocouches confluentes de WISH sont incubees 
30 en presence de dilutions serielles des extraits k tester 

et d'un interferon etalon (interferon naturel obtenu h 



2583429 



partlr de lymphocytes Btimulds I la PHA ) pendant 
24 heures I 37'C. Les milieux sont alors ^llmin^s et les 
cellules infect6es par du VSV i 0,1 MOI en milieu 
appauvri en s^rum. Aprfes 24 heures & 30 heures d* incubation 
5 & temps ndcessaire et suffisant k la lyse complete 

dans les cultures t^moins, la dilution qui donne la demi- 
protection centre la lyse dans les extraits est compar^e 
k oelle observ^e avec 1' interferon 6talon du laboratoire. 

Cet 6talon interne est titr6 par rapport h I'etalon 
10 international (NIH G9 23-901-530), IFN-Y humain naturel, 

obtenu du "National Institute of Allergy and Infectious 
Diseases" (Bethesda, USA) , pour lequel la demi-protection 
est observie h 1 0/ml. Les r^sultats' sont exprim^s en 
unites intemationales . 
15 Lors des immunotests, des dilutions s6rielles 

d'anticorps anti-IFN-Y (anticorps monoclonal de souris 
prepare centre 1 ' interf ^ron-y humain clon6 dans les bact6- 
ries) , sont pr^incub^es pendant 2 heures k 2T'C en presence 
d'une quantity constante d'extrait correspondant & I.O .U/ml. _ 
20 d' interferon, avant d'etre rajout6es aux cellules. 

Les tests de specif icit^ d'espfece sur lign^e 
bovine (MDBK) ou murine (LM) se font 6galement par infection 
au VSV, avec comme temoin, soit de 1 ■ interf 6ron-o humain 
clone dans les bact6ries, soit de I'interf ^ron-Y murin 
25 naturel partiellement purifi^. 

Pour tester la sensibility k pH acide de 1 • interferon , 
les extraits sont ajustes & pH = 2 avec de I'HCl 1 M, 
incubes 2 heures h A'C puis neutralises par addition de 
NaOH 1 M avant d'Stre titres. 
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R^sultats 

Les r^sultats obtenus sur la lign^e Vero sont 
r^sumds dans les tableaux I, II et III et dans la figure 8. 

lis indiquent que la cin^tique d' accumulation 
extracellulaire de 1 'interf^ron-y est fonction de la 
multiplicity d* infection du virus recombinant (tableau I) : 

TABLEAU I 

ETUDE CINETIQDE DE SECRETION D 'INTERFERON -v 
PAR LES CELLULES VERO EN FONCTION DE LA MULTI- 
PLICITE D INFECTION (MOI) DU VIRUS RECOMBINANT 











Temps aprfes 


infection 






MOI 




20 heures 


30 heures 




48 heures 




u/10^cell. 


%/max 


U/10^cell. 


%/max 


U/I0^cell. 


%/max 


10 


1/9 




55 


3,4 10^- 


100 


3,5 




100 


1 


8,7 


10^ 


25 


2,7 10^ 


70 


3,6 




102 


0,1 


5 


10^ 


15 


1,7 10^ 


50 


2,8 


lo" 


80 


10-2 


2 


10^ 


6 


ND 


ND 


5 


10^ 


14 


10-^ 


1,7 


102 


0,5 


ND 


ND 


1/5 


10^ 


4,5 


10-^ 


0,35 


102 


0,1 


ND 


ND 


9 


10^ 


2,6 


10-^ 


0,35 


102 


0,1 


ND 


ND 


1,75 


102 


0,5 



ND = non ddtermin^ 



A faible MOI (< 1o" ) trfes peu d' interferon est 
d6tect6 mgme 48 heures aprfes infection. 
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Pour des MOI > 10" » la quantity d' interferon 
extracellulaire est fonction du temps d* incubation ; la 
quantity maximale obtenue avec la lign^e Vero (3,5 10 
U/10^ cell.) est obtenue dfes 25 heures h 10 MOI alors 
qu*elle ne I'est pas avant 48 heures k 1 MOI. 

En se plagant h une MOI moyenne (3 10 ^) , on 
peut ^galement visual iser ies processus successifs de 
synthase intracellulaire de 1 ' interferons puis de 
liberation dans le milieu extracellulaire (figure 8). 
Aprfes 48 heures d' infect ion, 10 It 30 % de 1' interferon 
produit reste intracellulaire et ce quelle que soit la 
MOI. 

On verifie que 1' interferon synthetise par la 
lignee Vero infectee par le virus vaccine recombinant 
presente les proprietes specif iques d'un interferon-y 
humain : 

- Specif icite d'espfece vis-^-vis d'une lignee 
cellulaire humaine, c' est- Wire aucune activite anti- 
virale sur lignee bovine ou murine (tableau II). 

- Sensibilite h la temperature, k I'acidite et 
aux detergents (tableau III) • 

- Neutralisation par un anticorps specif iquement 
dirige contre 1 'interferon-y humain (tableau II). 
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TABLEMJIII 



STABILITE nB T.'IMTERFEP "'' PT»f>PmT DANS LES 
^^^^-J^^;^-^,.. ... ... VTPnS RECO MBTNAK T VACCINE m 



— , ■ TTO-Y TFN-Y humaln IFN-o huma 



infect6es pir interne 
le virus 



recombinant 

contr61e 100 

pH:2 < 0,3 
2h h 4*C 

SDS 0,1 % < 0,6 
2h 4**C 



100 


100 


100 


< 0,6 


3 


100 


< 3 


12 


100 


< 0,6 


< 0,1 


nv 



ND = non d^termin^ 

les r^sultats-sont exprlmds-en % d'.Ptiylt6 par r^^^^^ 
au contr61e. 

Conclusion 

^;^s les lign^es test^es se sont r6v6Ues capables 

de synth^tiser I'interf^ron-r humain aprfes infection par un 
virus de la vaccine recombinant. 

on a Du verifier que sur ces lign^es. y compris 
les ligndes humaines. 1 ■ interf 6ran-Y humain produit avalt 
un effet n^gligeable sur la replication de la vaccine, 
dans les conditions d' infection utilis6es. 

Les titres .axi».i« obtenus sur ces diff ^rentes Ugn^e. 
se situent entre 2 10^ et 7 10* unites ^'-^-^^^'^^^^ 
bunain pour 10« cellules infect.es ; ce facte^ 3 s^le 
refUter des sensibilit4s l.gferement diffdrentes des ligndes 
au virus de la vaccine. 



19 



Z583429 



En prenant en compte une activity sp^cifique d^crite 
pour 1' interferon naturel de 10^ U/mg r ces rdsultats indiquent que 
l*on peut attendre une production maximale de 0,2 ^ 0,7 \xg 
pour 10^ cellules infect^es, soit environ 0,2 h 0,1 mg 
5 d* interferon purifi^ par litre de culture. 

Le plasmide pWTG41 a €t6 d^pos^ le 12 juin 1985 h 
la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes de 
I'Institut Pasteur, 28 rue du Docteur-Roux - 75015 PARIS, 
sous le num^ro suivant : 
10 . coli souche 5K pWTG41 : n* 1* 456. 

La description de ce plasmide est la suivante : 
Plasmide de replication de E. coli portant un cADN 
de 1' interferon y humain (IFN-y) place sous le contr61e d'un 
p remote ur du virus de la vaccine et destine h la recombinai- 
15 son in vivo, dans les cellules de mammif feres, avec le virus 

de la vaccine, pour engendrer un virus recombinant vaccine 
TK-IFN-Y, capable d'exprimer I'lFN-y dans des cellules de 
mammif feres. 

- le CADN de 1*IFN-Y a ete isoie d'une banque provenant d'ARN 

20 messager de -lymphocytes stiinul-es - par- un-agent mi-togfene • - - 

- Ce cADN a ete place sous le contrfile d*un promoteur du virus 
de la vaccine, le promoteur de la proteine 7,5 k. 

- La sequence d'ADN P 7,5k-IPN-Y a ete integree dans le gene 
TK de la vaccine pour favor iser une recombinaison homologue 

25 avec le gfene TK du virus de la vaccine de type sauvage qui 

sera utilise pour infecter les cellules de mammif feres. 

- La sequence d'ADN comprenant P7,5K-IFN-y integree dans le 
gfene TK a ete inseree dans un plasmide de E. coli derive 
du pML2 et comprenant une origine de replication dans 

30 E. coli et le gene de la ^-lactamase. 

Cette construction s'appelle pVVTG41. 
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L'ADN du plasmide pWTG41 sera utilise sous forme 
de prdcipit^ de phosphate de calcium pour transfecter des 
cellules de mamroif^res infectdes par le virus de la vaccine 
et obtenir ainsi, au cours de la multiplication virale dans 
la cellule, une recombinaison entre le g^ne TK du virus et 
le gfene TK contenant le g^ne IFN-Yf portd par le plasmide. 
Le virus recombinant resultant de cet ^change sera TK et 
portera le g^ne de I'lFN-y. 
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REVENDICATIONS 

1) Poxvirus caractdrisd en ce qu'il comporte 
tout ou partie d'une sequence d'ADN codant pour IFN-y 

2) Poxvirus selon la revendication 1 , 
caract^ris^ en ce qu'il s'agit du virus de la vaccine. 

5 3) Virus selon la revendication 2, 

caract^ris^ en ce que la sequence d'ADN codant pour IFN-y 
est la sequence d'ADN codant pour la protdine complete. 

4) Virus selon I'une des revendications 1 a 3, 
caract^risd en ce que la sequence d'ADN codant pour IFN-y 

10 est sous la d^pendance d'un proinoteur d'un gfene du poxvirus 

5) Virus selon la revendication 4, 
caract^ris^ en ce que le promoteur est un proinoteur du 
g^ne de la vaccine. 

6) Virus selon la revendication 5, 

15 caract^ris^ en ce que la sequence d'ADN codant pour IFN-y 

est sous le contr61e du proinoteur du g%ne de la proteine 
7 , 5K de la vaccine . 

7) Virus selon I'une des revendications 1^6, 
caractdrisd en ce que la sequence codant pour IFN-y est 

20 clon^e dans le gfene TK de la vaccine. 

8) Virus recombinant pVVTG41 . 

9) Cellule de mammiferes infect^e par un virus 
selon I'une des revendications 1^8, 

10) Procddd de preparation d'lFN-y , 

25 caractdris^ en ce qu'on cultive des cellules selon la 

revendication 9 et que I'on r^cup^re la proteine form^e, 

1 1 ) IFN-y obtenu par la mise en oeuvre du precede 
selon la revendication 10. 

12) IFN-y obtenu h partir de culture cellulaire, 

30 caract^ris^ en ce qu'il est sous forme mature et glycosyl^e- 
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13) Composition tWrapeutique, caract^ris^e en 
ce qu'elle comporte 1*IFN-Y selon la revendication 11 ou 
12. 

14) Composition th^rapeutique , caract^ris^e en 
ce qu'elle comporte un virus selon I'une des revendica- 
tions 1^8, 

15) Composition selon la revendication 14, 
caractdris^e en ce qu'elle est sous forme inoculable. 



25834Z9 



1/8 



O 
u 
< 

< 

o 



id 
o 

o 



< 3 

< — 

o o 


< X 


4 C 
4 — 

U O 


^ c 

4 J 


o — 
o o 


4 
4 
4 




< « 


o a 
o w 


u « 
4 *■ 


»• k 

u £ 

4 


4 k 
U £ 
4 »- 


^ 


4 
4 


< — 


»- c 


O W 


O 3 


4 » 


< 


< 








*- t> 


4 X 


4 




c > 


< { 


4 JI 




4 J 


4 


4 






iP C 


O • 


tm m 




O 


< X 


< X 






u — 








< ^ 


5 O 


4 J 


13 4 




4 


< o 

o t. 




o a. 

4 

O 4 


4 3 

5 o 


4 • 

o < 


4 
4 


< 


O O 




>- a 




4 0 


(3 


4 


o < 




4 « 


" £ 






< 


< ** 










< 


o c 
« 


U X 

o — 


4 tN 
4 X 


o a 
4 • 


O b 

o • 


4 


< . 

O 

1- 


u o 


o o 










4 


o - 
O X 
f- o 


*- • 

N- -J 


»- • 

» £ 
ft. 


p- a 

4 • 

O 4 


e 9 


4 

4 


rt < 


U V. 
< X 


u • 

c 
^ a. 


u c 

4 M 
4 < 


4 9 

O w 
<U 4 


4 3 

O O 




O 
H- 
»— 


r> K o 


*> 3 
K • 

n u ^ 


4 X 

r> 4 ^ 


< N 

4 X 
n 4 «i 


»> « 

^ o 
»- • 

4 C 


U 

o 


O 
4 
4 


o 

— ox 

O (9 


a X 
< »- 


n ^ « 

^ c 

0. 


o w 

4 X 
4 -J 


o 


O 

o 

4 


t- 3 
1- • 
U ^ 


< X 

o — 
(D « 




4 « 

4 X 
4 ^ 


(3 — 
O > 


o 


< 
4 

4 




V C 
< < 


< * 

4 X 
4 ^ 


u c 

4 4 


4 C 
4 — 

o o 


o a 
o w 


H- 
H- 

< 


o 

o o 


ss 


U • 

t- £ 
K 0. 


U k 
O • 

< w» 


u • 

■4 « 


4 « 
4 • 
m 


o 

4 
< 


O 3 

9~ m 

*- -1 


o • 

u — 
o < 


U w 
4 X 


a 

4 « 

O < 


U 3 


o e 

4 - 

u o 


4 
r» 4 
▼ 4 


»- • 

- o-> - 


4 — 


»- • 

«- £ 

♦- ft. . 


o « 

t- £ 


4 3 

4 - 

C^O 


o »- 
o « 
t- tA 


^ o 

>> 
4 

- < 


o • 


^ a 
o < 


U ^ 
O • 
t- irt 


« 

I- £ 
K ft. 


»- » 
4 — 

U X 


4 ■ 

19 < 


U 

4 

O 


<J « 
»- U 


O • 

»- (» 


a 

o > 


O W 
4 X 
4 _i 


4 • 

^ •* 
4 — 


4 « 
O b 
4 4 


»- 

u 

4 


KJ 3 
*~ « 


»- # 
4 - 

L> X 


4 ^ 


O — 
o > 


4 a 

« — 

O 4 


4 Ok 
O b 
O 4 


4 

f- 
H- 


o c 
o o o 


«- X 
o — 
n o O 


4 C 
4 - 

n U O 


c 

4 « 
4 4 


4 « 

4 X 

. r*< ^ 


•» X 

n O O 
r«i 


4 


N 

1- £ 
»- ft. 


. 

u — 

O 4 


U k 
O • 

4 «» 


r» O *» 
»- • 
< Z 


^ O 9 

o < 


tA 4 01 
O k 
U 4 


< 

< 
4 



^ *- w 



4 
< 



1 1- <n o 



o 



< 

o 
u 



43 
O 



o 
o 

r» 4 



pt 4 
o 4 



4 < 



< 

< 

o 



O 3 



^ c 

4 « 
4 4 



4 HI 

4 X 
4 

O * 

4 X 

4 -> 



(J C 

4 VI 

4 < 

4 3 

4 - 

O (3 

4 « 

n o < 



<3 e 

4 — 

O t3 

O ^ 

4 r 



u a 

4 # 

19 4 



. M 4 X 



4 9 

3i 



4 C 
4 — 

u o 
u 

»- • 

o > 

>- c 

4 « 
4 < 



u a 

4 « 

O 4 



u a 

4 i«i 
O 4 

t» k 
O • 
4 «A 

O 3 
4 

O O 
i9 3 



O 3 
4 - 

O O 



19 >$> 
4 X 
1^ 4 J 





o 


U 


^ £ 


19 




t- a. 


O 


u 




o 






rt »- 




»-> » 


— 4 




U ^ 








*- 


O 




M 






4 


;2 




O 




< 


»- 


o c 




o 


4 - 


»- 




U O 


4 


u 


U 


U 


^ k 


< 




c • 


4 


4 


4 «» 








4 


19 0) 




»» 


19 w 


4 


U 


4 4 


>• 




4 




4 1^ 


4 




4 X 


^ 


< 


4 .1 




< 






4 « 




< 


(9 b 






U 4 


f- 






4 




(9 lA 




s 


4 X 


U 




r» < J 










. e 






1* 









o 




u 


4 


u 


19 




^ 


o 


4 




O 


o 




o 




« 


n u 




U1 4 




» u 


OH? 




»■ 




13 


»- 


»* 


< 


< 




4 




19 






1» 


»- 


H- 




19 


4 


^ 


< 


13 


19 




4 




u 


o 


4 


o 


<9 


o 


4 




U 


4 




u 


O 


U 




O 


4 




U 


4 


19 


O 


O 


4 




4 


4 


n O 


r» 4 








0» 



4 

O 



2583429 



2/B 



«>5 
>> < 

-» < 



Q} 



< 








o 




< 




< 




< 


< 


o 


o 


o 


o 


o 


o 


l- 


^- 


o 


o 


y- 




o 


O 




1- 




< 


< 




< 


< 










O 


O 


O 


CD 


o 


O 






H 








o 




1- 








o 




< 




< 


e 


o 





LU 






O 




1— « 




1— • 








ir 




1 

»— * 


18- 


4- 

U) 




LU 

o 

Z I- ^ 





< 




< 








O 




o 


8 


a 




o 








o 


ID 








LU 


. .rj> 


CLDN 


5> < 

(DtO 


— — 






1- 








O 




CD 




(3 




»- 











CM 

.1 

Li_ 



2583429 



3/8 




FIG -3 



258342$ 



4/8 



Sal\ 



Seal Seal Sal\ 



PQ I7.5K 



M13tgSal-S 

Sc8l,BamHI,Klenow 
flg/llTinker tailing" 



Sa/l Bg/11 
Pifl . lEcoRI 



H/nd III 

TK 



M13tg 7,5K 



Sam HI 



ptgiH-TK 



AccI 
£coRI 



C/al,CcoW 

ligase 



Hind III Acej' £coBI Hmd\\\ 



pt9lH-TK-P7,5K 



£coRI 
Bam Hi 



H/nd III 
t 



5 5-||_= 




ii 



Ml3tg-I31 



Mndlll 



Sg/n £coRI 
fiamHIl 



Hindin 




ptgl86-POLY 



POLYLINKEH' 



BamHf 
BglV 



FIG-4 



Z583429 



5/8 




Z583429 



IN VITRO 



6/8 



IN VIVO 



ISOLEMENT 
PORTEUR 



ISOLEMENT 
DU 

PROMOTEUR 




PO 

0 



INSERTION DE P DSNS If FORTEJ) 



p. 




DOUBLE 
REGOMBINAISON 
RECIPROOUE 



PO c 

r l-...M aaaais3: 



FIG-6 



7/8 



1 2 3 4 5 6 7 




(1) marqueur A Hind / Eco 

(2) fragment Sau-Sau de M13TG05 

(3) fragment EcoRI-PstI de PVVtg41 
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CINETIQUE DE S^NTHESE ET DE UBERATDN DAh5 Lf MLIEU DE 
l' INTERFERONS PAR DES CELLULES INFECTEB R^R l£ VIRUS 
RECOMBINANT VACCINE IFN-Y A 3.10-2 MO! 
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